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寝 黑 素 与 乳腺 癌 肉 激素 受 体 表达 的 相关 性 分 析 
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摘要 :目的 研究 褪 黑 素 对 大 鼠 乳腺 瘤 组 织 中 峻 激素 受 体 表达 的 影响 , 分 析 褪 黑 素 在 乳腺 癌 发 生发 展 中 的 作用 。 方法 选用 
2 月 龄 清洁 级 肉 性 SD 大 上 鼠 90 只 , 接种 大 鼠 乳 腺 癌 细 胞 , 随机 分 为 注射 生理 盐水 对 照 组 ,7.5 mg/(kg*d) 注 射 寝 黑 素 组 、15 mg/ 
(kg:d) 注 射 褪 黑 素 组 , 10 d 后 乳腺 癌 大 鼠 荷 瘤 模型 建立 成 功 并 取 乳 腺 瘤 组 织 , 采用 免疫 组 化 法 检测 乳腺 癌 中 肉 激 素 受 体 的 表 
达 情 况 。 结 果 注射 褪 黑 素 组 的 大 鼠 乳 腺 癌 组 织 肉 激素 受 体 表达 指数 低 于 注射 生理 盐水 对 照 组 , 随 着 注射 褪 黑 素 剂量 上 升 ， 
雌 激素 受 体 表达 指数 进一步 下 降 , 差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 结论 寝 黑 素 能 抑制 乳腺 癌 组 织 中 肉 激 素 受 体 的 表达 , 可 


能 是 初 黑 素 持 抗 乳腺 癌 发 生发 展 的 途径 之 一 。 
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Correlation of melatonin and estrogen receptor expression in breast cancer 
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Abstract: Objective To study the effect of melatonin on the expression of estrogen receptor in rats breast cancer, and to analyze 
the role of melatonin in the development of breast cancer. Methods Ninety female rats of clean grade SD in age 2 months were 
selected, and the breast cancer cells were inoculated in the rats. The rats were randomly divided to control group injected with 
saline, group injected with melatonin at a dose of 7.5 mg/(kg:d), group injected with melatonin at a dose of 15 mg/(kg:d). The 
breast cancer tumor bearing models of rats were established on the 10th day after inoculating, and the tissues of breast cancer 
were taken out. The expression of estrogen receptor in breast cancer was detected by immunohistochemistry method. Results 
The estrogen receptor expression index of rats breast cancer tissues in the group injected with melatonin was lower than that in 
the control group injected with saline, the estrogen receptor expression index further decreased with the increase of the dose of 
melatonin. Above differences were statistically significant. Conclusion Melatonin can inhibit the expression of estrogen 
receptor in breast cancer tissues, which may be one of the ways to prevent the development of breast cancer. 
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乳腺 瘤 的 发 生 与 机 体 雌 激素 水 平 关系 密切 ”， 
激素 分 泌 上 升 通过 与 乳腺 上 皮 细 胞 的 肉 激 素 受 体 
(ER) 结 合 , 使 细胞 过 度 增殖 甚至 癌变 , 是 乳腺 瘤 发 生 
的 一 个 重要 风险 因素 中 。 有 相关 研究 表明 , 长 期 夜班 
工作 的 女性 峻 激素 水 平 及 患 乳腺 癌 风 险 增高 , 而 体 
内 褪 黑 素 分 记 量 相对 较 低 "”。 褪 黑 素 是 否 能 通过 抑 
制 肉 激素 作用 途径 而 持 抗 乳腺 瘤 的 发 生发 展 尚未 完 
全 明确 ,本 研究 通过 建立 大 鼠 乳 腺 瘤 模型 , 研究 褪 黑 
素 与 乳腺 癌 组 织 中 ER 表达 指数 的 关系 , 探讨 褪 黑 素 
在 乳腺 癌 发 生发 展 中 的 作用 。 


1 材料 与 方法 
1.1 动物 分 组 和 试剂 

选用 2 月 龄 清洁 级 雌性 SD 大 鼠 90 只 , 体质 量 
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200+10 g, 标准 饲养 。 随 机 分 成 3 组 , 每 组 30 只 , 分 组 
如 下 : (1) 注 射 生理 盐水 对 照 组 ; (2)7.5 mg/(kg:d) 注 射 
褪 黑 素 组 ; (3)15 mg/(kgd) 注 射 衫 黑 素 组 。 大 鼠 乳 腺 
癌 细 胞 SHZ-88 购 自 上 海 生命 科 学 院 , 和 褪 黑 素 购 自 美 
国 Sigma, 免 抗 大 鼠 ER 多 克隆 抗体 购 自 英 国 Biorbyt， 
免疫 组 化 试剂 盒 购 自 福 州 迈 新 生物 公司 。 
1.2 建立 荷 瘤 大 鼠 模 型 

乳腺 癌 细 胞 株 于 培养 瓶 中 传代 培养 , 细胞 处 于 
对 数 生 长 期 时 , 制作 单 细胞 悬 液 , 每 只 大 鼠 按 S$x10: 细 
胞 量 在 大 腿 内 侧根 部 皮下 接种 乳腺 瘤 单 细胞 悬 液 
1 次 ; 自 接 种 日 起 , 每 天 18:00 按 照 不 同 分 组 的 干预 措 
施 , 给 予 腹腔 内 注射 褪 黑 素 或 生理 盐水 1 次 , 接种 后 
第 10 天 可 触及 接种 处 皮下 瘤 块 并 处 死 所 有 和 荷 乳腺 交 
大 鼠 , 切除 接种 处 乳腺 癌 瘤 体 。 
1.3 免疫 组 化 法 检测 

大 鼠 乳腺 癌 以 4% 中 性 缓冲 甲醛 固定 , 再 经 酒精 
脱水 、 透 明 浸 晴 后 , 制作 石蜡 包 埋 组 织 块 。 乳腺 癌 石 
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蜡 包 埋 组 织 切片 (厚度 3~5 jm) 以 免疫 组 化 两 步 法 检 
测 ER 在 乳腺 癌 中 的 表达 , 步骤 如 下 :组 织 切 片 经 脱 
此 、 水 化 后 , 以 枸 樟 酸 高 压 热 修复 抗原 , 冷却 后 加 
PBS 液 冲洗 , 3%H,0, 消 除 内 源 性 过 氧化 物 酶 , PBS 液 
冲洗 , 滴 加 ER 抗体 (工作 液 浓 度 1: 150), 鲫 育 1 h， 
PBS 液 冲洗 , 加 聚合 物 增强 剂 旷 育 30 min, PBS 液 冲 
洗 , 加 酶 标 羊 抗 免 / 鼠 IgG 聚合 物 孵 育 30 min, PBS 液 
冲洗 , DAB 显 色 , 苏 木 精 衬 染 , 梯度 酒精 脱水 干燥 , 中 
性 树脂 封 片 。 以 PBS 液 代替 ER 作为 阴性 对 照 ,用 已 
知 阳性 片 作 阳性 对 照 。 受 检 组 织 切片 于 高 倍 镜 下 观 
察 热点 区 内 5 个 视野 , 计算 每 个 视野 中 (ER 阳性 瘤 细 
胞 数 / 癌 细 胞 总 数 x100%) 的 比值 , 以 平均 比值 (%) 代 
表 大 鼠 乳腺 癌 细 胞 ER 表达 指数 。 


1.4 统计 学 处 理 

以 均 数 + 标准 差 表 示 各 组 乳腺 癌 ER 表 达 指 数 ， 
采用 SPSS17.0 软 件 进行 统计 学 分 析 , 不 同 分 组 间 定 
量 资料 的 比较 采用 检验 , P<0.05 为 组 间 差 异 有 统计 


MYA -ar AN 
学 意义 。 


2 结果 
2.1 乳腺 癌 组 织 肉 激素 受 体 表达 差异 
ER 表达 于 乳腺 癌 细 胞 核 上 (图 1), 阳性 细胞 核 呈 
棕色 , 注射 生理 盐水 对 照 组 大 鼠 乳 腺 癌 组 织 ER 表 达 
上 数 为 (28.61+12.52)%, 高 于 注射 初 黑 素 组 大 鼠 乳 腺 
癌 组 织 ER 表 达 指 数 , 差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05， 
表 1)。 


图 1 大 鼠 乳 腺 癌 细 胞 核 ER 阳 性 表达 (免疫 组 化 检测 , x400) 


有 4: 注射 生理 盐水 组 ; B:7.5 mg/(kg*d) 注 射 衫 黑 素 组 ; C: 15 mg/(kg:d) 注 射 褪 黑 素 组 . 


表 1 不同 分 组 大 女 乳 腺 癌 组 织 肉 激 素 受 体 表达 情况 (zs， 
n=30) 


组 别 ER 表达 指数 p 
(%) 

注射 生理 盐水 组 28.61+12.52 

7.5 mg/(kg-d) 注 射 寝 黑 素 组 22.4949.26 2.1526 <0.05" 

15 mg/(kg:d) 注 射 褪 黑 素 组 18.024+7.17 2.0905 <0.05™ 


“P<0.05 vs 注射 生理 盐水 组 ;”P<0.05 vs 7.5 mg/(kg.d) 注 射 褪 黑 素 组 . 


2.2 注射 不 同 剂 量 寝 黑 素 对 大 和 所 乳腺 癌 组 织 肉 激素 
受 体 表达 的 影响 

7.5 mg/(kg':d) 注 射 褪 黑 素 组 大 鼠 乳腺 瘤 组 织 
ER 表达 指数 高 于 15 mg/(kg:d) 注 射 褪 黑 素 组 (22.49+ 
9.26)% vs (18.02+7.17)%, 差异 具有 统计 学 意义 (P< 
0.05, 表 1)。 


3 讨论 

寝 黑 素 是 由 松 果 体 分 泌 的 一 种 神经 内 分 泌 激 
素 , 属于 嘻 哄 类 激素 , 是 L- 色 和 氨 酸 前 体 物质 , 化 学 名 
为 N- 乙 醚 -5- 甲 氧 基 色 胺 "。 该 激素 于 1958 年 由 
Aron 等 9 首次 从 牛 松 果 体 中 发 现 , 当 青蛙 摄 入 此 激素 
后 会 使 深 色 蛙 皮 初 色 , 故 被 称 为 褪 黑 素 。 褪 黑 素 具有 
多 种 生理 作用 , 涉及 神经 -内 分 泌 - 免 疫 调 节 、 生 物 节 
律 、 激 素 分 泌 调 节 、 抗 氧 自由 基 损 伤 等 方面 , 其 异常 


分 泌 与 肿瘤 的 发 生 关 系 密切 " ,在 多 种 肿瘤 中 的 研 
究 表 明 ™", 寝 黑 素 具 有 抑制 悉 性 肿瘤 进展 的 作用 , 其 
机 制 尚未 完全 明确 。 根 据 流行 病 学 调查 , 长 期 从 事 夜 
班 工作 的 妇女 乳腺 癌 发 生 率 比 盲人 妇女 明显 增高 ， 
由 于 对 夜间 光线 的 回避 能 使 初 黑 素 分 泌 量 上 升 , 从 
而 提示 褪 黑 素 分 泌 量 高 可 能 是 育 人 妇女 乳腺 瘤 发 病 
率 低 的 因素 中 。Gonz&lez 等 3 研究 表明 ,机 体内 褪 黑 
素 分 泌 量 与 肉 激 素 分 泌 量 呈 负 相关 , 但 异常 的 褪 黑 
素 及 雌 激 素 分 泌 在 肿瘤 发 生发 展 中 的 影响 机 制 尚 未 
明确 。 


激素 通过 与 位 于 乳腺 上 皮 细 胞 的 肉 激 素 受 体 
结合 , 改变 肉 激 素 受 体 构象 , 调控 细胞 内 环 磷 酸 腺 背 / 
蛋白 激酶 A 等 信号 转 导 途径 四 ,刺激 多 种 促进 细胞 生 
长 的 基因 高 表达 , 提高 乳腺 上 皮 细 胞 增殖 活性 , 抑制 
细胞 凋 亡 , 导致 乳腺 癌 的 发 生 "”。Chuffa 等 "5 研究 表 
明 褪 黑 素 对 机 体内 肉 激 素 分 泌 的 调节 主要 通过 神经 
内 分 泌 - 生 殖 轴 影响 卵 梨 功能 , 下 调 卵 梨 的 雌 激 素 分 
泌 量 ; 而 褪 黑 素 对 肿瘤 组 织 中 ER 表达 的 调控 则 有 待 
进一步 研究 。 本 研究 结果 显示 , 腹腔 注射 褪 黑 素 的 大 
鼠 乳 腺 癌 组 织 中 ER 表达 指数 低 于 腹腔 注射 生理 盐水 
的 大 鼠 乳 腺 癌 组 织 (P<0.05), 提示 褪 黑 素 会 抑制 乳腺 
癌 组 织 中 肉 激 素 受 体 的 表达 。 初 黑 素 高 剂量 组 大 鼠 
乳腺 癌 组 织 中 ER 表达 指数 低 于 褪 黑 素 低 剂量 组 
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(P<0.05), 表明 褪 黑 素 在 抑制 雌 激 素 受 体 表 达 上 具有 delineation of functions in human[J]. Indian J Biochem Biophys, 
一 定 的 剂量 依赖 性 , 进一步 提示 褪 黑 素 能 通过 下 调 攻 PC 

A a 、 7j Codenotti S, Battistelli M, Burattini S, et al. Melatonin decreases 

激素 受 体 表 达 后 抗 乳腺 瘤 的 发 生发 展 。 研 究 表明 ， ea ee 

的 ee 本 cell proliferation，impairs myogenic differentiation and triggers 
褪 法 素 抵 搞 激素 受 体 表达 的 主要 机 制 是 褪 黑 ; 通 apoptotic cell death in rhabdomyosarcoma cell lines[J]. Oncol Rep, 
过 细胞 膜 结合 蛋白 Gi 与 初 黑 素 受 体 偶 联 "", 抑制 腺 2015, 34(1): 279-87， 
苷 酸 环 化 酶 活性 ， 使 环 磷 酸 腺 背 水 平 下 降 ， 进而 抑制 [8] Reiter RJ, Rosales-Corral SA, Manchester LC, et al. Melatonin in 
由 a 醇 诱 导 的 ER 转录 活性 四 下 调 ER 的 表达 the biliary tract and liver: health implications[J]. Curr Pharm Des, 


2014, 20(30): 4788-801. 


目前 国 内 外 关于 褪 黑 素 与 乳腺 癌 发 生发 展 关系 [9] Wei JY, Li WM™M, Zhou LL, et al. Melatonin induces apoptosis of 


的 人 研 究 主 要 集 中 于 褪 黑 素 对 机 体 激 素 分 泌 的 影 colorectal cancer cells through HDAC4 nuclear import mediated by 
啊 , 褪 黑 素 能 通过 调节 下 丘脑 -垂体 -性 腺 轴 " 和 卵 集 CaMKII inactivation [J]. J Pineal Res, 2015, 58(4): 429-38. 


粒 层 细 胞 功 能 "9 下调 卵 集 的 激素 户 生 水 平 ， 从 ee 和 a - po et al. Urinary es 
区 有 、 evels, sleep disruption, and risk of prostate cancer in elderly 
志 抗 乳腺 癌 的 发 2 关 褪 黑 素 对 乳腺 瘤 雌 ; 
持 抗 乳腺 瘤 的 发 生发 展 。 有 关 褪 黑 素 对 乳腺 癌 肉 激 as 
系 沈 体 的 影 啊 主要 是 通过 乳腺 总 MCF-7 细 胞 体 夕 实 [11]Stevens RG. Light-at-night, circadian disruption and breast cancer: 
验 人 研究 , 表明 褪 黑 素 能 通过 调节 细胞 内 信号 转 导 而 assessment of existing evidence[J]. Int J Epidemiol, 2009, 38(4): 
抑制 MCF-7 细 胞 ER 转录 活性 ””。 本 研究 则 通过 建 pve 有 
L1 onzalez A, Alvarez-Garci a V, Marti nez-Campa C, et al. In vivo 
立 荷 乳腺 冶 大 上 鼠 云 黄 型 癌 乡 > 外 说 
本 立 葵 乳腺 癌 大 鼠 动 物 模 二 从 癌 细 胞 接 种 日 起 以 键 inhibition of the estrogen Sulfatase enzyme and growth of DMBA- 
《 】》 Ea a 人 入 EE J =< si” LA sg 
4 黑 素 干预 实验 组 乳腺 癌 的 生长 ， 通过 体内 实验 研究 induced mammary tumors by melatonin[J]. Curr Cancer Drug 
在 大 鼠 乳腺 癌 细 胞 增殖 过 程 中 褪 黑 素 对 雌 激 素 受 体 Targets, 2010, 10(3): 279-86. 
表达 的 影 响 ， 研究 结果 更 直接 体现 乳腺 癌 生 长 过 程 [13]Carascossa S, Dudek P, Cenni B, et al. CARMI]1 mediates the 
x a = ligand-independent and tamoxifen-resistant activation of the 
| ) 二 上 肉 激 素 受 体 的 影 容 结 果 ! 
EN 中 键 黑 素 对 上 肉 激素 受 体 的 影响 。 本 研究 结果 显示 机 estrogen receptor alpha by cAMP [可 . Genes Dev, 2010, 24(7): 708- 


体内 褪 黑 素 水 平 与 乳腺 瘤 组 织 中 ER 的 表达 指数 呈 负 19. 


相关 , 提示 褪 黑 素 除 了 直接 降低 上 肉 激 素 分 泌 效 应 之 [14]Renoir JM. Estradiol receptors in breast cancer cells: associated co- 
外 还 能 通 过 下 调 乳 腺 癌 组 织 激素 受 体 的 表 达 factors as targets for new therapeutic approaches[J]. Steroids, 2012, 
yy -| 孔 77(12): 1249-61. 
导出 仁 ; 4] 制 娃 L 腺 癌 旨 曾 
阻 得 激素 作用 的 通路 ， 从 而 抑 制 乳 乳癌 细胞 增 殖 [15]Chuffa LG, Seiva FR, Fé varo WJ, et al. Melatonin reduces LH, 17 
yy 全 wH EE ; En JE 三 A VAN 
2 及 侵 袭 转移 能 力 ， 因此 褪 黑 素 有 望 在 蛙 L 脾 癌 的 治疗 beta-estradiol and induces differential regulation of sex steroid 
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